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ABSTRAKT 
V této diplomové práci byly sledovány změny počáteční a celkové aktivity a obsahu 
enzymu Rubisco u buku lesního (Fagus sylvatica) a smrku ztepilého (Picea abies) 
v podmínkách normální, tj. 350 molmol–1 (A–ambient) a zvýšené, tj. 700 molmol–1 (E–
elevated) koncentrace CO2. Vzorky byly odebírány na začátku vegetační sezóny po plném 
rozvinutí listů a dále uprostřed a na konci vegetační sezóny. Aktivita Rubisco byla stanovena 
spektrofotometricky a z počátečních a celkových aktivit byl vypočítán stupeň aktivace. Obsah 
enzymu byl stanoven metodou SDS–PAGE.. Aktivita Rubisco u buků kultivovaných 
v prostředí zvýšené koncentrace CO2 téměř lineárně klesala, zatímco u buků kultivovaných 
v minisféře s přirozeným obsahem CO2 došlo v průběhu sezóny k poklesu aktivity a poté 
k jejímu zvýšení. Obsah Rubisco u buků kultivovaných v A mírně narůstal a u buků 
kultivovaných v E došlo nejprve k poklesu obsahu a poté k jeho zvýšení. Aktivity u smrků 
kultivovaných v A i E klesaly téměř paralelně. Obsah Rubisco u smrků kultivovaných v A 
klesal téměř lineárně v průběhu vegetačního období, ale u smrků kultivovaných v E došlo 
v průběhu sezóny k prudkému snížení obsahu a poté k jeho zvýšení. 
 
    
 
ABSTRACT 
In this diploma work changes of initial and total activities and content of Rubisco in beech 
and Norway spruce were studied. The plants were cultivated in conditions with ambient CO2 
concentration (350 molmol–1) and elevated CO2 concentration (700 molmol–1). Three 
series of samples (at the beginning, in the middle and at the end of growing season) were 
taken. Initial and total Rubisco activities were measured spectrophotometrically and 
activation state was calculated. Rubisco content was determined by SDS–PAGE method. 
Rubisco activity in beech cultivated in elevated CO2 concentration decreased during the 
whole growing season while in beech growing in ambient CO2 concentration Rubisco activity 
decreased up to middle of growing season and then increased. Rubisco content in beech  
in ambient CO2 concentration slightly increased and in beech in elevated CO2 concentration 
decreased up to middle of growing season and then increased. Rubisco activities in Norway 
spruce both in ambient and elevated CO2 concentration decreased. Rubisco content in Norway 
spruce in ambient CO2 concentration decreased but in Norway spruce in elevated CO2 
concentration first decreased and then increased. 
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1.  ÚVOD 
Fotosyntéza je jeden z nejstarších a současně nejdůležitějších dějů v živé přírodě. 
Z fyzikálního hlediska je to přeměna energie slunečního záření na energii chemickou. 
Chemicky představuje převedení uhlíku z nejvíce oxidované formy o nízké energii (CO2)  
na redukovaný materiál o vysoké energii (sacharidy). Je to tedy silně endergonický redukční 
proces, kde energii poskytuje sluneční záření, zachycované fotoreceptory (chlorofylem)  
a redukční síla pochází u zelených rostlin z vodíku vody. Při oxidaci vody dochází ke vzniku 
O2, který je nejdůležitějším prvkem pozemského života. 
 
Ribulosa-1,5-bisfosfátkarboxylasa/oxygenasa (Rubisco) je klíčovým enzymem fotosyntézy. 
Katalyzuje fixaci atmosférického CO2 do organické sloučeniny a tvoří tak jedinou vstupní 
bránu uhlíku do biosféry. Významnou vlastností tohoto enzymu je neuvěřitelně nízká 
efektivita, a to jak z hlediska čísla přeměny (kkat = 2–12 s–1), tak z hlediska afinity k substrátu. 
Proto musí být Rubisco u fotosyntetických organismů přítomen ve velkém množství (až 50 % 
celkového množství rozpustných proteinů v listech), aby se udržela dostatečná rychlost 
fotosyntézy. 
 
Má-li mít světová populace v příštích desetiletích dostatek potravin, musí se současná 
produkce potravin zvýšit čtyřnásobně. Nadějné cesty k zajištění dostatku potravin 
v budoucnosti jsou dvě:  
1. Lepší využití produkce moří a oceánů.  
2. Získání kulturních plodin s vysokou rychlostí fotosyntézy a tedy i s vysokou produkcí 
biomasy.  
 
Hlavním limitujícím faktorem rychlosti fotosyntézy je enzym Rubisco. Není divu, že tento 
enzym je předmětem intenzivního výzkumu, který směřuje jednak ke konstrukci 
efektivnějšího enzymu genovými manipulacemi, jednak k poznání faktorů, které by umožnily 
jeho účinnější aktivaci. Rovněž zvýšení koncentrace CO2 v atmosféře může vést ke zvýšení 
výnosu hospodářských plodin. Bylo vypočítáno, že zdvojnásobení koncentrace CO2 
v atmosféře, ke kterému má dojít do roku 2045, může zvýšit výnosy plodin na Zemi o 33 %. 
Současně však zvyšování koncentrace CO2 v atmosféře může mít negativní vliv na kvalitu 
potravin, např. na pekařské vlastnosti mouky. 
 
Působením zvýšené koncentrace CO2 na rostliny se u nás zabývá Ústav systémové biologie  
a ekologie AV ČR. Tato diplomová práce je součástí grantového projektu tohoto ústavu, 
na kterém dále spolupracují Katedra fyziky Ostravské univerzity a ÚCHPBT Fakulty 
chemické VUT v Brně. Cílem této práce je stanovit sezónní dynamiku obsahu a aktivity 
enzymu Rubisco a zároveň potvrdit či zamítnout aklimační depresi na úrovni obsahu  
a aktivity enzymu Rubisco u smrku ztepilého a buku lesního v podmínkách přirozené  
a zvýšené koncentrace oxidu uhličitého. 
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2.  TEORETICKÁ ČÁST 
2.1  Fotosyntéza 
Fotosyntéza je jeden z nejstarších a současně nejdůležitějších dějů v živé přírodě, protože 
umožňuje existenci chemotrofních organismů: 
1. Zachycuje sluneční energii a z nejjednodušší sloučeniny uhlíku, oxidu uhličitého, 
vyrábí organickou hmotu pro výživu chemotrofů. 
2. Je hlavním producentem kyslíku naší planety, nepostradatelného pro existenci 
aerobních organismů. 
 
Z fyzikálního hlediska je fotosyntéza přeměnou energie slunečního záření na energii 
chemickou. Chemicky představuje převedení uhlíku z nejvíce oxidované formy o nízké 
energii (CO2) na redukovaný materiál o vysoké energii (sacharidy). Je to tedy silně 
endergonický redukční proces, kde energii poskytuje sluneční záření, zachycované 
fotoreceptory (chlorofylem) a redukční síla pochází u vyšších zelených rostlin z vodíku vody. 
Při oxidaci vody dochází ke vzniku O2. 
 
Fotosyntéza probíhá ve dvou oddělených, ale na sebe navazujících fázích – primární 
(fotosyntetický přenos elektronů) a sekundární (Calvinův cyklus) [1].    
2.1.1  Primární procesy 
 
 
Obrázek 1. Enzymy primární fáze fotosyntézy v tylakoidní membráně. OEC – komplex 
uvolňující kyslík; cyt b6/f – komplex cytochromů; PC – plastocyanin; FD – ferredoxin;  
PSI – fotosystém I; PSII – fotosystém II. Převzato z [2]. 
 
Prvním stupněm fotosyntézy je absorpce záření chlorofylovými molekulami, které jsou 
umístěny v tylakoidech. Molekuly chlorofylu jsou nasměrované tak, aby mohly předávat 
absorbovanou energii. Energie je poté přenesena na molekulu chlotofylu a v tzv. reakčním 
centru. 
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Absorpcí fotonů dochází k excitaci a uvolnění elektronů, které projdou systémem přenašečů  
o stoupajícím redoxpotenciálu a vrátí se do základního stavu v molekule chlorofylu reakčního 
centra. Část energie excitovaných elektronů se využije ke vzniku ATP. Transport elektronů, 
který začíná a končí v molekule chlorofylu reakčního centra (je současně donorem  
i akceptorem elektronů), se nazývá cyklická fosforylace. 
 
Energie excitovaných elektronů se však může ukládat i do NADPH. V takovém případě se 
elektrony nevracejí zpět do molekuly chlorofylu, ale využívají se k redukci NADP+. Tento jev 
se nazývá necyklická fosforylace. 
 
 NADP+ + 2 H+ + 2 e–  NADPH + H+ 
 
K regeneraci chlorofylu do původního redukovaného stavu je jako donor elektronů využívána 
voda, jejíž oxidace vede ke vzniku O2: 
 
 2 H2O  4 H+ + O2 + 4 e–        [1] 
 
 
Obrázek 2. Schéma změn redoxních potenciálů při transportu elektronů v tylakoidní 
membráně. OEC – komplex uvolňující kyslík; Pheo – feofytin; PQA, PQB, PQC – 
plastochinony; FeS – protein se železem a sírou; cyt b6/f – komplex cytochromů; PC – 
plastocyanin; A0 – chlorofyl a; A1 – fylochinon; X, A, B – ferredoxiny. Převzato z [2]. 
 
V centru fotosystému II se z ionizovatelné molekuly chlorofylu P680 (jeho absorpční 
maximum je 680 nm) se po přijetí excitační energie odštěpí elektron a přechází na první 
akceptor, kterým je feofytin. Z něho je převeden na molekuly plastochinonů PQA a PQB, které 
jsou pevně vázané k proteinům. Fotosystém II pak elektrony opouštějí vázány na molekuly 
volně pohyblivých plastochinonů.  Redukcí se plastochinony mění na hydrochinony a směřují 
k cytochromovým komplexům. Molekula chlorofylu P680, která předala svůj elektron, se zpět 
do původního stavu dostává tím, že přijímá elektron pocházející z molekuly vody. Rozpadem 
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jedné molekuly vody se uvolňují dva elektrony. K redukci plastochinonu na hydrochinon jsou 
potřebné nejen dva elektrony, ale také dva vodíkové ionty, které však nepocházejí z fotolýzy 
vody. Jsou přebírány z vnější strany membrány, ze stromatu, a při dalších redoxních změnách 
(hydrochinonu na chinon) se v membráně uvolňují na její opačné straně, tedy do lumen. 
Vidíme tedy, že oxidací jedné molekuly vody a následným přenosem elektronů  
ve fotosystému II se lumen tylakoidu obohatil o dva vodíkové ionty.   
                                                        
K přenosu elektronů z fotosystému II do fotosystému I dochází pomocí plastocyaninu, který 
se nachází na vnitřní straně tylakoidní membrány (směrem k lumen). Přenáší elektrony  
z cytochromového komplexu do reakčního centra ve fotosystému I. Jakmile je světelným 
kvantem či rezonančním přenosem pigmentů oxidován aktivní chlorofyl P700, chybějící 
elektron je doplněn z plastocyaninu, neboť ve fotosystému I se neuplatňuje fotolýza vody jako 
zdroj elektronů. První akceptor elektronu z P700 je označován jako A0, pak následují 
přenašeče A1 a tři FeS proteiny. Teprve pak dochází k přenosu elektronu na ferredoxin, který 
se nachází na stromatální straně tylakoidní membrány. Ferredoxin přenáší elektrony  
ke konečnému akceptoru v celém řetězci, k NADP+, který je redukován na NADPH. Reakce 
je zprostředkována flavoproteinem ferredoxin-NADP-reduktasou a spotřebovávají se při ní 
dva elektrony [3]. 
2.1.2  Sekundární procesy 
Sekundární fáze fotosyntézy, neboli Calvinův cyklus, již není závislá na světle. Využívá se 
v ní NADPH, nahromaděný v primárních procesech fotosyntézy a energie, uložená v ATP, 
k redukci CO2 na sacharidy. Tato fáze se odehrává v kapalné části chloroplastu (stroma)  
a v cytosolu a zahrnuje řadu enzymových reakcí. Calvinův cyklus má produkční a regenerační 
část [1]. 
 
V produkční fázi reagují tři molekuly ribulosa-1,5-bisfosfátu (RuBP) se třemi molekulami 
CO2 za vzniku šestiuhlíkatého produktu, který se rozpadá na šest molekul 3-fosfoglycerátu. 
Ten je fosforylován ATP na 1,3-bisfosfoglycerát, který je následně redukován NADPH  
na glyceraldehyd-3-fosfát. Jedna molekula glyceraldehyd-3-fosfátu opouští Calvinův cyklus  
a zbylých pět se účastní regenerační fáze. 
 
V regenerační fázi je pět molekul glyceraldehyd-3-fosfátu přeměněno řadou reakcí  
na ribulosu-5-fosfát. Ribulosa-5-fosfát je následně fosforylována na ribulosu-1,5-bisfosfát, 
čímž se cyklus uzavírá. Velice důležitou roli zde hraje enzym ribulosa-1,5-
bisfosfátkarboxylasa/oxygenasa (Rubisco), který fixuje molekuly CO2 do biosféry [4]. 
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Obrázek 3. Calvinův cyklus. Převzato z [2]. 
2.2.  Ribulosa-1,5-bisfosfátkarboxylasa/oxygenasa (Rubisco)  
Když v roce 1947 Wildman a Bonner [5] zkoumali extrakt z listů pomocí elektroforézy, 
objevili protein, který u některých rostlin, tvořil až polovinu hmotnosti listů. Pojmenovali ho 
Frakce I. Další studie ukázaly, že protein vykazuje enzymatickou aktivitu a katalyzuje 
karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfátu (RuBP), která vede k tvorbě dvou molekul 3-fosfo-
glycerátu [6], [7]. Enzym byl nazván ribulosa-1,5-bisfosfátkarboxylasa. Když byla  
v 60. letech objevena jeho druhá katalytická aktivita, a to oxygenace RuBP vedoucí k tvorbě 
molekuly fosfoglykolátu a fosfoglycerátu, byl jeho název změněn na ribulosa-1,5-bisfosfát-
karboxylasa/oxygenasa. Postupně se pro něj vžila zkratka Rubisco [8]. 
 
Ribulosa-1,5-bisfosfátkarboxylasa/oxygenasa (Rubisco) je klíčovým enzymem fotosyntézy. 
Katalyzuje fixaci atmosférického CO2 do organické hmoty a tvoří tak jedinou vstupní bránu 
uhlíku do biosféry. Významnou vlastností tohoto enzymu je neuvěřitelně nízká efektivita, a to 
jak z hlediska čísla přeměny (kkat = 2–12 s–1) [9], tak z hlediska afinity k substrátu. Proto musí 
být Rubisco u fotosyntetických organismů přítomen ve velkém množství (až 50 % celkového 
množství rozpustných proteinů v listech), aby se udržela dostatečná rychlost fotosyntézy [10]. 
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2.2.1  Struktura Rubisco 
 
 
Obrázek 4. Struktura enzymu Rubisco. Převzato z [11]. 
 
Rubisco je  jeden z největších známých enzymů. V přírodě se vyskytují dvě strukturně 
odlišné, ale analogické formy enzymu. Rubisco vyšších rostlin, řas a cyanobakterií je 
hexadekamer L8S8 o relativní molekulové hmotnosti   550 kDa, složený z osmi velkých (L: 
50–55kDa) a osmi malých (S: 12–18 kDa) podjednotek. Každá molekula L8S8 má osm 
vazebných míst pro protilátku a osm vazebných míst pro RuBP, která jsou lokalizována  
ve velkých podjednotkách. Velká podjednotka je kódována chloroplastovým genomem a její 
biosyntéza probíhá na chloroplastových ribozomech, malou podjednotku kóduje jaderný 
genom a je syntetizována v cytosolu [12]. Rubisco zjištěný u některých purpurových 
nesirných bakterií (např. Rhodospirillum rubrum) je homodimer L2, který tvoří 2 velké 
podjednotky o relativní molekulové hmotnosti 50 kDa [13].  
 
Sekvence aminokyselin u velké podjednotky L je téměř shodná u všech vyšších rostlin. Každá 
velká podjednotka má menší N-terminální doménu, tvořenou pěti úseky s -strukturou  
a dvěma -helixy, tzv. --tunely. Větší C-terminální doména má soudkovitý tvar, složený 
z osmi stočených struktur /. Malá podjednotka S se skládá ze čtyřvláknových 
antiparalelních -struktur, které jsou na jedné straně překryty dvěma -helixy [12]. 
V podjednotce L se nachází katalytické a regulační místo a podjednotka S zvyšuje 
katalytickou aktivitu Rubisco. 
 
Aktivní místo se nachází v ústí --tunelu, kde k sobě přiléhají dvě velké podjednotky  
a tvoří tak dimer L2. Z toho plyne, že homodimer L2 je nejmenší funkční jednotkou Rubisco, 
protože samotná velká podjednotka by nemohla vytvořit aktivní místo a nevykazovala by 
katalytickou aktivitu [14]. 
2.2.2  Aktivní místo a aktivace Rubisco 
Calvinův cyklus je regulován tak, aby probíhal pouze ve dne. Na aktivitu Rubisco mají vliv 
čtyři faktory závislé na světle: 
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1. Rubisco má ostré optimum při pH 8. Osvětlením vzroste pH stromatu z hodnoty 7  
na hodnotu 8 díky odčerpání protonů ze stromatu do dutiny tylakoidu. 
2. Odčerpané protony jsou nahrazeny ionty Mg2+, které jsou důležité k aktivaci Rubisco. 
3. NADPH je allostericky aktivován činností fotosystému I. 
4. Ve tmě je enzym Rubisco silně inhibován 2-karboxyarabinitol-1-fosfátem [4]. 
 
Rubisco je katalyticky aktivní pouze v aktivovaném stavu. Aktivace je zahájena vazbou CO2 
na -aminoskupinu Lys 201 za tvorby karbamátu. Na něj je koordinačně navázán ion Mg2+. 
Navázání Mg2+ probíhá pouze v alkalickém prostředí a v nadbytku Mg2+ [13]. 
 
 
 
Obrázek 5. Aktivní místo Rubisco s navázaným CABP. Převzato z [13]. 
 
Rubisco je plně aktivováno při velkém nadbytku CO2 v okolí a vysokém osvětlení.  
Při stanovení in vitro má schopnost karboxylace pouze enzymová forma, která je aktivovaná 
navázáním molekuly CO2 a iontu Mg2+, který stabilizuje aktivní místo. Tato forma váže RuBP 
pouze při jeho velkém nadbytku a teprve poté dochází k jeho uvolnění a navázání CO2 [15]. 
In vivo zprostředkuje aktivaci aktivního místa enzym aktivasa Rubisco. Aktivasa přechází 
z neaktivní formy do aktivní hydrolýzou ATP a poté se naváže na Rubisco. Dojde k otevření 
proteinové smyčky a uvolnění RuBP. Aktivasa se deaktivuje a Rubisco přijímá CO2. 
Množství aktivní formy aktivasy závisí na poměru ATP/ADP ve stromatu a je jedním 
z faktorů ovlivňující aktivitu Rubisco v závislosti na úrovni aktivace [15]. 
 
Z dosavadních prací vyplývá, že ionty Mg2+ se mohou slučovat s molekulou enzymu  
na úrovni podjednotek. Bylo objeveno, že se vzrůstající koncentrací iontů Mg2+ od 0 do  
10 mmol∙dm–3 v reakční směsi, se zvýšila karboxylační aktivita enzymu a zároveň došlo 
k posunutí optimálního pH z alkalické do neutrální oblasti [16]. Tento jev ovšem není patrný 
v přítomnosti velké podjednotky [17]. 
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Obrázek 6. Aktivace enzymu Rubisco (E) karbamylací aminokyselinového zbytku Lys 201 
(vzniká EC), následovaná navázáním iontu Mg2+ za vzniku ECM. Přestože RuBP může vázat 
karbamylovanou (vzniká ECMR) i nekarbamylovanou (vzniká ER) formu enzymu, pouze 
karbamylovaná forma je schopná provádět katalýzu. Přístup karbamátu k rezonanční formě, 
nesoucí negativní náboj na obou kyslíkových atomech, může být podstatný pro jeho 
katalytickou funkci. Převzato z [9]. 
2.2.3  Fotorespirace 
Rubisco je bifunkční enzym. Má afinitu k oxidu uhličitému i ke kyslíku a to díky 
podobnosti jejich molekul vede ke konkurenci na stejném aktivním místě [13]. Afinita k CO2 
vede ke karboxylaci a afinita k O2 k oxygenaci RuBP. Karboxylační reakce je výchozím 
krokem Calvinova cyklu, oxygenační reakce je příčinou fotorespirace, při které se uvolní 
jedna molekula CO2 a spotřebuje jedna molekula ATP a NADH. Fotorespirace poskytuje 
rostlině důležité metabolity (např. glycin a serin) za současného snížení čistého zisku 
fotosyntézy. 
 
Obrázek 7. Karboxylace RuBP katalyzovaná Rubisco. Převzato z [11]. 
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Obrázek 8. Oxygenace RuBP katalyzovaná Rubisco. Převzato z [11]. 
 
Fotorespirace začíná přenosem kyslíku pomocí Rubisco na stejný substrát, jako  
při karboxylaci (ribulosa-1,5-bisfosfát). Ribulosa-1,5-bisfosfát je nejprve přeměněna na enol-
formu, pak dojde k začlenění CO2 a vzniká nestabilní peroxosloučenina, která se ve vodném 
prostředí rozpadá na jednu molekulu 3-fosfoglycerátu a jednu molekulu fosfoglykolátu. Z ní 
se záhy odštěpuje fosfátová skupina a vzniklý glykolát je transportován z chloroplastu  
do blízkých peroxizomů. Tam je oxidován na glyoxylát a ten dále transaminován na glycin. 
Na tyto reakce v peroxizomu navazují další, tentokrát v mitochondriích: tvorba jedné 
molekuly serinu ze dvou molekul glycinu – uvolňuje se při tom po jedné molekule CO2  
a NH3. Serin může být jednak využíván v dusíkovém metabolismu buňky (syntéza dalších 
aminokyselin, bílkovin a jiných složitějších látek), ale může být také transportován zpět  
do peroxizomů, kde po transaminaci a redukci (za spotřeby jedné molekuly NADH) vzniká 
glycerát. Ten se v chloroplastech fosforyluje za účasti jedné molekuly ATP  
na 3-fosfoglycerát, který může být využit k regeneraci původního substrátu, ribulosa-1,5-
bisfosfátu. Tím se celý cyklus uzavírá [11].         
 
 
 
Obrázek 9. Průběh fotorespiračních reakcí. Převzato z [9]. 
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2.3  Aktivita a obsah Rubisco 
Jednotka aktivity – katal, představuje množství enzymu, které přemění za standardních 
podmínek za 1 sekundu 1 mol substrátu. U enzymu Rubisco se vyjadřuje jako látkové 
množství asimilovaného CO2 za sekundu vztažené na jednotkovou plochu listu  
[mol (CO2)s–1m–2]. Je možné vyjádřit i specifickou aktivitu jako látkové množství 
asimilovaného CO2 za sekundu vztažené na jednotkovou hmotnost listů [mol (CO2)s–1g–1]. 
Z poměru počáteční a celkové aktivity zjistíme stupeň aktivace v procentech. Efektivita 
Rubisco je velice nízká. Typický enzym přemění asi tisíc molekul substrátu za sekundu, 
zatímco Rubisco přemění necelé tři molekuly substrátu za sekundu. Tato pomalost je 
nahrazována jeho množstvím. 
 
Aktivita Rubisco se stanovuje in vivo (gazometricky) a in vitro (radiometricky nebo 
spektrofotometricky). Při stanovení in vitro rozlišujeme počáteční a celkovou aktivitu.  
Při měření počáteční aktivity je extrakt do reakční směsi přidán těsně před měřením  
a při stanovení celkové aktivity je extrakt 15 minut inkubován v saturačních koncentracích 
CO2 a Mg2+. Tak dojde k aktivaci aktivních center enzymu, pokud ovšem nejsou obsazena 
pevně vázanými inhibitory. Z poměru počáteční a celkové aktivity zjistíme stupeň aktivace 
v procentech. Množství aktivované formy se mění v horizontu 5–20 minut v závislosti  
na množství světla, substrátu (RuBP), množství dostupného CO2 a přítomnosti inhibitorů. 
Vzhledem k tomu, že aktivita enzymu Rubisco je veličina velmi proměnlivá a vyjadřuje 
pouze množství katalyticky aktivních forem Rubisco, stanovuje se často také celkový obsah 
enzymu.  
 
 
Obrázek 10. Časový průběh počáteční aktivity, množství Rubisco a aktivace během stárnutí 
listů od zasazení rostliny. Převzato z [18]. 
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2.3.1  Vliv vnějších faktorů na aktivitu a množství Rubisco   
2.3.1.1  Vliv ozářenosti 
S rostoucí intenzitou záření se zvyšuje stupeň karbamylace a rychlost fotosyntézy. 
Zvyšováním intenzity záření dochází k výměně iontů H+ ve stromatu za ionty Mg2+, tím se 
zvyšuje pH a probíhá aktivace Rubisco. Rychlost přeměny záření závisí na ozářenosti 
obdobně jako rychlost enzymatické reakce na koncentraci substrátu: přírůstky rychlosti 
fotosyntézy v závislosti na přírůstky ozářenosti se postupně zmenšují, až se dojde ke stavu, 
kdy další zvyšování ozářenosti již pochod prakticky neurychluje. Říká se, že rychlost pochodu 
je nasycena zářením. Pro popis této závislosti můžeme použít shodné rovnice, jakou  
pro enzymatické reakce navrhli Michaelis a Mentenová: 
 
 
s
max
KI
IP
P


 , 
 
kde P je rychlost fotosyntézy, Pmax je nejvyšší možná rychlost fotosyntetického pochodu, I je 
ozářenost a Ks je konstanta obdobná konstantě Km z rovnice Michaelise a Mentenové [19]. 
 
Obrázek 11. Závislost rychlosti fotosyntézy na různých úrovních ozáření a teplotě. Převzato  
z [19]. 
2.3.1.2  Vliv teploty 
Se stoupající teplotou rychlost fotosyntézy roste, při vyšších teplotách se však přírůstky 
rychlosti zmenšují, křivka vytvoří maximum a nakonec začne rychlost fotosyntézy klesat. 
Pokles začne již při teplotách, které ještě nepoškozují fotosyntetický aparát, ale při ještě 
vyšších teplotách je významnou složkou poklesu také narušení normálního uspořádání 
fotosyntetického aparátu včetně denaturace bílkovin. Při těchto teplotách se rychlost 
fotosyntézy snižuje s časem tou měrou, jak postupuje narušení fotosyntetického aparátu.  
 21 
Na tvar křivky má také vliv doba vystavení vysoké teplotě, druh rostliny a koncentrace CO2 
[19]. 
 
 
Obrázek 12. Závislost rychlosti fotosyntézy na teplotě při různých úrovních ozáření  
a koncentrace CO2. Převzato z [19]. 
2.3.1.3  Vliv koncentrace CO2 
Rychlost fotosyntézy jako funkce koncentrace oxidu uhličitého je také křivočará závislost  
s nasycením. Pro její matematický popis se používá nejčastěji rovnice Michaelise a 
Mentenové: 
 
cCO
COmax
Kc
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P
2
2


 , 
 
kde P je rychlost fotosyntézy, Pmax je nejvyšší možná hodnota rychlosti fotosyntézy a Kc je 
konstanta obdobná konstantě Km z rovnice Michaelis-Mentenové. Tvar křivky je omezen 
hodnotou Pmax, ke které se křivka asymptoticky blíží.  
 
Na obrázku 11 můžeme vidět, jak roste rychlost fotosyntézy v závislosti na  koncentraci CO2 
a teplotě.  
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Obrázek 13. Závislost rychlosti fotosyntézy na koncentraci CO2 při různých teplotách  
a úrovních ozáření. Převzato z [19]. 
2.3.1.4  Vliv zvýšené koncentrace CO2 
Zvýšení rychlosti fotosyntézy je možné, pokud rostlinu umístíme do prostředí se zvýšenou 
koncentrací CO2. Při dlouhodobém působení zvýšené koncentrace CO2 se u mnoha druhů 
rostlin takto zvýšená rychlost fotosyntézy postupně snižuje, někdy až k původní hodnotě. 
Tento proces je označován jako aklimační deprese a vysvětluje se nejčastěji nahromaděním 
sacharidů ve fotosyntetizující tkáni. Rychlost fotosyntézy je snížena zpět na původní úroveň 
snížením obsahu Rubisco v listech [20]. 
2.3.2  Vliv vnitřních faktorů na aktivitu a množství Rubisco 
Aktivní místo Rubisco může být blokované specifickými inhibitory, které není možné 
odstranit inkubací in vitro. V noci a při malém ozáření se na aktivní místo pevně váže  
2-karboxyarabinitol-1-fosfát (CA1P), který se velmi podobá 2-karboxyarabinitol-1,5-
bisfosfátu. Tento noční inhibitor úplně zastavuje aktivitu Rubisco a dochází ke spalování 
sacharosy respirací. Mezi denní inhibitory patří substrátové analogy D-xylulosa-1,5-bisfosfát 
(XuBP) a 3-keto-D-arabinitol-1,5-bisfosfát (3-KABP). Dalším inhibitorem Rubisco je vlastní 
substrát RuBP, který už v malé koncentraci dokáže inhibovat enzym v inaktivovaném stavu 
[21], [22]. 
2.4  Metody stanovení aktivity Rubisco 
2.4.1  In vivo 
Rychlost fotosyntézy in vivo lze stanovit gazometrickou metodou. Principem metody je 
měření rychlosti spotřeby CO2 rostlinami. Fotosyntetizující objekt je nutné umístit  
do asimilační komůrky, která je vzduchotěsná, termostabilní s dokonalým mícháním vzduchu 
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uvnitř komůrky [23]. K měření koncentrace CO2 v asimilační komůrce je nejčastěji používána 
infračervená (IR) analýza, založená na odlišných absorpčních spektrech plynů [24].  
 
 
 
Obrázek 14. Gazometrický systém. Převzato z [24]. 
2.4.2  In vitro 
2.4.2.1  Spektrofotometrické stanovení 
Spektrofotometrické stanovení aktivity Rubisco je založeno na změně absorbance  
při oxidaci NADH, ke které dochází při spřažení prvních tří reakcí Calvinova cyklu. Změna 
absorbance se měří při 340 nm. 
 
Současná spektrofotometrická stanovení aktivity Rubisco vycházejí z metody, kterou 
publikovali Lilley a Walker [25]. Jako základní pufr se používá N-2-hydroxyethylpiperazin-
N´-ethansulfonová kyselina (HEPES), tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) nebo  
N,N-bis-2-hydroxyethylglycin (BICIN) o pH 7,7–8,2. Pro aktivaci Rubisco se do reakční 
směsi nejčastěji přidává 10 mmoldm–3 KHCO3 a 20 mmoldm–3 MgCl2. Hydrogenuhličitan 
současně poskytuje oxid uhličitý pro karboxylaci. 
 
Pro extrakci enzymu je důležitý takový postup, při kterém nedochází ke změnám jeho 
aktivity.  
 
Besford [26], Du et al. [27], Gerard a Driscoll [28], Parry et al. [29], Li et al. [30] aj. 
doporučují vzorek rychle zvážit, změřit jeho plochu a vložit do kapalného dusíku. Před 
vlastním stanovením rozetřít vzorek v chlazené třecí misce s mořským pískem a kapalným 
dusíkem na jemný prášek, po odpaření dusíku extrahovat Rubisco extrakčním pufrem (TRIS, 
HEPES nebo BICIN) a po centrifugaci stanovit aktivitu enzymu v supernatantu. 
 
Naopak Tissue et al. [31] upřednostňuje jiný postup, který je vhodnější pro jehličnany.  
Ty obsahují velké  množství fenolických látek a terpenů, které při zmrazení kapalným 
dusíkem rozrušují strukturu Rubisco a tím snižují jeho aktivitu. Čerstvě odstřižené jehlice se 
ihned zhomogenizují při 0 °C ve 100 mmoldm–3 HEPES, s přídavkem 5 mmoldm–3 EDTA  
a 2 % polyvinylpyrrolidonu, extrakt se zcentrifuguje a teprve supernatant se zmrazí 
v kapalném dusíku. 
 
Při spektrofotometrickém stanovení se rozlišuje počáteční a celková aktivita. Počáteční 
aktivita se stanovuje ihned po extrakci enzymu, proto se Rubisco nestačí aktivovat víc než 
bylo aktivované in vivo (fyziologicky aktivované množství). Při stanovení celkové aktivity 
jsou k extraktu přidány aktivační roztoky s KHCO3 a MgCl2 a směs se 10–15 minut inkubuje. 
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Při této inkubaci dochází k aktivaci všech aktivních center, která nejsou blokována pevně 
vázanými inhibitory (ribulosa-1,5-bisfosfát a ribosa-5-fosfát). Po inkubaci vzorku je reakce 
iniciována přídavkem substrátu a měřena absorbance. Velikost naměřené aktivity  závisí  
na množství enzymu, který přejde extrakcí a následnou centrifugací do supernatantu. Uvádí 
se, že do supernatantu přechází pouze 33 % z celkového množství enzymu [32]. To je příčina, 
proč hodnoty aktivity Rubisco měřené in vitro jsou nižší než aktivity naměřené in vivo.     
2.4.2.2  Radiometrické stanovení 
Radiometrická metoda je založena na asimilaci radioaktivně značeného uhlíku 14C. 
Do reakční směsi, z které je nutné odstranit veškerý CO2 a uhličitany, se přidá známé 
množství 14C ve formě NaHCO3. Reakce se odstartuje známým množstvím RuBP nebo 
extraktem aktivovaného enzymu a po 60 sekundách se zastaví přídavkem HCl. Uvolněný CO2 
se ze směsi kvantitativně odstraní a poté se změří radioaktivita produktů, která odpovídá 
množství asimilovaného 14CO2 [33]. 
2.5  Metody stanovení obsahu Rubisco 
2.5.1  Gelová elektroforéza  
Gelová elektroforéza patří mezi nejpraktičtější a nejvýkonnější metody používané  
pro dělení bílkovin. Použití polyakrylamidového gelu umožňuje separaci molekul na principu 
síťového efektu a zároveň na základě elektroforetické pohyblivosti dělených látek.  
 
Na ionty, pohybující se v elektrickém poli konstantní rychlostí úměrnou velikosti jejich 
nábojů, působí elektrická síla: 
 
 qEFE  , 
 
kde q je náboj iontu, E je síla elektrického pole, a odporová síla: 
 
 rvFF 6 , 
 
kde  je viskozita prostředí, r je poloměr částice a v je rychlost částice. 
 
Polyakrylamidový gel se připravuje kopolymerací dvou monomerů, akrylamidu  
a N,N´-methylenbisakryamidu. Kopolymerace probíhá v roztoku pufru za přítomnosti 
iniciátoru peroxodisíranu amonného. Působením světla se molekuly iniciátoru rozkládají  
za vzniku volných radikálů, které zahájí vlastní polymerační reakci. Jako stabilizátor volných 
radikálů se používá N,N,N´,N´-tetramethylethylendiamin (TEMED). 
 
Častou variantou je elektroforéza v přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS), který se váže 
na bílkoviny v poměru přibližně 1,4 g SDS na 1 g proteinu a udílí jim uniformní, záporný 
náboj, který překrývá vlastní náboj proteinu. Proteiny pokryté SDS mají shodné poměry počtu 
nábojů na jednotku hmotnosti a podobný, válcovitý tvar. Pokud se zároveň přidá   
2-merkaptoethanol, který redukuje disulfidové můstky, lze při SDS-PAGE stanovit 
molekulovou hmotnost jednotlivých podjednotek. 
 
Další variantou je diskontinuální elektroforéza. Při tomto postupu se mezi elektroforetická 
skla nalévá nejdříve separační gel. Po ztuhnutí separačního gelu se na něj méně 
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koncentrovaný zaostřovací gel. Zaostřovací gel bílkoviny zkoncentruje a v separačním gelu 
pak dochází k vlastní separaci bílkovinných složek. Vzniklé zóny jednotlivých proteinů  
se barví ponořením gelu do roztoku obsahujícího alkohol a barvivo Coomasie blue. Přebytek 
barviva se odstraní vymýváním gelu kyselým roztokem. Intenzita zbarvení je přímo úměrná 
koncentraci proteinu a vzdálenost od místa nanesení je nepřímo úměrná jeho molekulové 
hmotnosti. Ke kvantifikaci bílkovin ve vzorku se používá  software, který převede jednotlivé 
zóny na píky. Koncentrace určitého proteinu se vypočítá porovnáním plochy píku tohoto 
proteinu s plochou píku standardu [34]. 
 
 
Obrázek 15. Aparatura pro diskontinuální polyakrylamidovou elektroforézu. Převzato z [34]. 
2.5.2  HPLC 
Metoda HPLC se pro stanovení množství Rubisco používá v menší míře v porovnání 
s ostatními metodami. Při stanovení pomocí HPLC se používá se gelová kolona, ve které 
nejrychleji procházejí velké molekuly a nejdéle jsou zadržovány malé molekuly. Antonov 
[35] použil kolonu Sepharose CL6B  (0.9x50 cm) a jako eluční roztok HEPES o koncentraci 
15 mmoll–1 a pH 7,6, obsahující EDTA (c = 0,1 mmoll–1), a 2-merkaptoethanol  
(c = 10 mmoll–1). Objemový průtok elučního roztoku byl 15 cmmin-1.  
 
Metoda gelové chromatografie byla též použita v práci Shena [36]. Byla použita kolona 
TSKgel G3000SWXL (0,78 × 30 cm) Jako eluční roztok byl použit MOPS pufr o koncentraci 
50 mmoll–1 a pH 7,0, obsahující Na2SO4 (c = 0,2 moll–1). Objemový průtok elučního roztoku 
byl 0,5 mlmin-1. Celé stanovení bylo prováděno při teplotě 4°C. 
2.5.3  Kapilární elektroforéza 
Metoda je založena na rovnováze elektrické a odporové síly působící na elektricky nabitou 
částici v elektrickém poli. Na částice působí elektrické síly, elektroosmotický tok (ve směru 
pohybu částic) a třecí síla (proti směru pohybu částic). Odporovou sílu lze nejčastěji zvýšit 
použitím roztoku lineárních polymerů jako separačního pufru [37]. 
 
Kapilární elektroforézu použil ke stanovení Rubisco poprvé ve své práci Warren [38]. 
Stanovení bylo provedeno za použití křemenné kapiláry pokryté SDS (průměr 100 m, 
efektivní délka 11,2 cm). Jako separační pufr byl použit SDS 14–200 gel (Beckman-Coulter) 
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a analýza probíhala při teplotě 20 °C a napětí 9 kV. Po dokončení analýzy byla kapilára  
1 minutu vymývána HCl (c = 1 mol.l-1) a následně 2 minuty separačním pufrem. 
2.5.4  Imunologické metody 
2.5.4.1  ELISA 
ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) je analytická metoda používaná  
ke kvantitativnímu stanovení různých antigenů. Metoda má různé varianty; všechny jsou 
založeny na vysoce specifické interakci antigenu a protilátky, přičemž na jednoho z těchto 
partnerů je kovalentně navázán enzym. Tento enzym katalyzuje chemickou přeměnu substrátu 
přidaného do reakční směsi. Pokud je produkt reakce barevný, stanovuje se 
spektrofotometricky. Je-li fluoreskující, stanovuje se fluorimetricky. Koncentrace produktu je 
úměrná koncentraci antigenu nebo protilátky ve vzorku [39].  
 
Pro stanovení Rubisco byla tato metoda použita v práci Nassouryho [40]. Protilátky byly 
vypěstovány uvnitř živých králíků. Protilátka Rubisco byla připravena inzercí cDNA 
kódujícího Rubisco a připravená DNA byla vložena do  pQE31 vektoru. Vektor byl vložen  
do buněk M15, které byly kultivovány a získaná protilátka Rubisco byla purifikována afinitní 
chromatografií. Rubisco bylo reakcí s připravenou protilátkou za současné interakce 
s peroxidasou označeným sekundárním antigenem a substrátem 3,3´,5,5´-
tetramethylbenzidinem stanoveno fotometricky při vlnové délce 650 nm.  
2.5.4.2  Radioimunosrážecí technika 
Metoda je často využívána ke stanovení množství enzymu Rubisco. Extrakt Rubisco je 
aktivován inkubací v přítomnosti HCO3– a Mg2+. Dále je Rubisco inkubováno v přítomnosti 
radioaktivně značeného 14C 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfátem a protilátkového séra se 
specifickou afinitou k Rubisco. Vznikne sraženina komplexu Rubisco–14C  
2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfát-protilátka, která je zfiltrována na polysulfonovém filtru  
a promyta od nadbytku 14C 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfátu. Množství Rubisco je úměrné 
úrovni radiace vyzařované sraženinou. Metodu je nutné kalibrovat na standard Rubisco [41]. 
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3.  EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1  Materiál 
Vliv zvýšené koncentrace CO2 na množství a aktivitu enzymu Rubisco byl sledován  
u buku lesního (Fagus sylvatica) a smrku ztepilého (Picea abies). Rostliny byly kultivovány 
v minisférách na Experimentálním ekologickém pracovišti Ústavu systémové biologie 
a ekologie AV ČR na Bílém Kříži v Moravskoslezských Beskydech (obr. 16). V jedné 
minisféře je atmosféra s běžnou koncentrací CO2, tj. 350 mol CO2 mol–1 (A – ambient), 
druhá minisféra obsahuje atmosféru o dvojnásobné koncentraci CO2, tj. 700 mol CO2 mol–1 
(E – elevated).     
Listy buku lesního byly odebírány 22.5.2007 od 10:00 do 11:00 hod., 24.7.2007 od 11:00 
do 12:00 hod a 4.9.2007 od 10:30 do 12:00 hod. Z odebraného listu byly korkovrtem 
vyříznuty 2 disky, každý o průměru 20 mm. Průmět listové plochy dvou disků byl 628 mm2  
a hmotnost asi 65 až 75 mg. Disky byly okamžitě vloženy do mikrozkumavky Eppendorf  
a ponořeny do termosky s tekutým dusíkem. 
Vzorky jehlic smrku ztepilého byly odebírány 15.5.2007 (od 11:00 do 13:00 byly 
odebírány vzorky pro stanovení aktivity, od 13:00 do 15:00 vzorky pro stanovení obsahu),  
23.7.2007 (11:00–14:00 aktivita, 14:00–16:30 obsah) a 10.10.2007 (11:00–12:00 aktivita, 
12:00–13:00 obsah). Odběr jehlic smrku ztepilého byl proveden odstřižením jehlic  
od větvičky tak, aby na ní zůstal alespoň milimetrový zbytek. Jehlice s vadami byly 
odstraněny a ze zdravých jehlic bylo odváženo 55–75 mg. Zvážené jehlice byly naskenovány, 
vloženy do mikrozkumavky Eppendorf a ponořeny do termosky s tekutým dusíkem. Plocha 
jehlic každé navážky byla vypočítána pomocí programu Černota [42]. Odebrané vzorky byly 
při převozu uchovávány v kapalném dusíku a poté až do analýzy v mrazničce při –20 °C. 
 
 
 
Obrázek 16. Minisféry Experimentálního ekologického pracoviště ÚSBE AV ČR Bílý Kříž 
v Moravskoslezských Beskydech. Foto Lucie Zachová. 
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3.2  Spektrofotometrické stanovení počáteční a celkové aktivity Rubisco 
Stanovení aktivity enzymu Rubisko vycházelo z metody Lilleyho a Walkera [25] s extrakcí 
podle Besforda [26]. Počáteční aktivita byla stanovena podle Heringové [32]. Jako substrát 
byl použit ribosa-5-fosfát, který se v reakční směsi transformuje na ribulosa-1,5-bisfosfát 
enzymy obsaženými v extraktu (reakce I, II). KHCO3, který uvolňuje CO2, byl do směsi 
přidáván jako druhý substrát reakce a aktivátor Rubisco. K aktivaci Rubisco byly též 
dodávány ionty Mg2+ ve formě MgCl2. Do reakční směsi byly přidány enzymy katalyzující 
reakce (III) – (V), NADH a ATP. Konečným produktem reakce je glyceraldehyd-3-fosfát 
(reakce III – V). Aby se zabránilo hromadění ADP, který inhibuje enzym fosfoglycerátkinasu, 
je ATP fosforylováno v reakci (VI). Aktivita Rubisco byly počítána z úbytku absorbance  
při oxidaci NADH (reakce V) podle Lambertova-Beerova zákona.  
Tento postup stanovení aktivity Rubisco je založen na spřažení prvních tří reakcí 
Calvinova cyklu (reakce III, IV, V). 
 
o ribosa-5-fosfát   erasafosfátisom-5-ribosa  ribulosa-5-fosfát (I) 
  
o ribulosa-5-fosfát + ATP   safosfátkina-5-ribulosa  ribulosa-1,5-bisfosfát + ADP + H+ (II) 
  
o ribulosa-1,5-bisfosfát + CO2 + H2O  Rubisco  2(3-fosfoglycerát) + 2H+ (III) 
  
o 3-fosfoglycerát + ATP   rátkinasafosfoglyce  1,3-bisfosfoglycerát + ADP (IV) 
  
o 1,3-bisfosfoglycerát + NADH + H+   drogenasafosfátdehy-3-hydglyceralde  glyceraldehyd-3-
fosfát + NAD+ + HPO4 (V) 
  
o 2-fosfokreatin + 2 ADP   forkinasakreatinfos 2-kreatin + 2 ATP (VI) 
3.2.1  Přístroje 
Analytické váhy HR-120-EC od firmy HELAGO® CZ Hradec Králové. Parametry: kapacita            
120 g, nejmenší dílek 0,1 mg, atest ČMI. 
Centrifuga MLW T52.1 
Absorpční spektrofotometr Helios  od firmy Spectronic Unicam. Měřící rozsah 190 –  
1100 nm, spektrální šířka pásu 2 nm. 
3.2.2  Chemikálie 
3-Fosfoglycerátkinasa Sigma ALDRICH 
ATP – adenosin-5´-trifosfát Sigma ALDRICH 
BSA – bovinní sérový albumin Sigma ALDRICH 
DTT - dithiothreitol Sigma ALDRICH 
Fosfokreatin Sigma ALDRICH 
Glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenasa Sigma ALDRICH 
HEPES – KOH (N-2-hydroxyethylpiperazin-N´-ethansulfonová kyselina) Sigma ALDRICH 
KHCO3 – hydrogenuhličitan draselný Sigma ALDRICH 
Kreatinfosfokinasa Sigma ALDRICH 
MgCl2 – chlorid hořečnatý Sigma ALDRICH 
Na2EDTA – ethylendiamintetraoctan disodný Sigma ALDRICH 
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NADH - -nikotinamidadenindinukleotid Sigma ALDRICH 
Polyclar – polyvinylpolypyrrolidon 
R5P – ribosa-5-fosfát (R5P) Sigma ALDRICH 
TRIS – tris(hydroxymethyl)aminomethan Sigma ALDRICH 
3.2.3  Příprava roztoků 
3.2.3.1  Příprava zásobního roztoku 50 mM HEPES-KOH, pH 7,8 
5,96 g HEPES a 0,186 g Na2EDTA bylo rozpuštěno asi ve 400 ml vody, pH bylo upraveno 
pomocí KOH (c = 3 moll–1) na 7,8. Poté byl roztok převeden do 500 ml odměrné baňky  
a vodou doplněn po rysku. 
Roztok je stálý a uchovává se při laboratorní teplotě. Používá se pro přípravu extrakčního 
roztoku. 
3.2.3.2  Příprava zásobního roztoku 50 mM HEPES-KOH, pH 8,0 
5,96 g HEPES a 0,219 g Na2EDTA bylo rozpuštěno asi ve 400 ml vody, pH bylo upraveno 
pomocí KOH (c = 3 moll–1) na 8,0. Poté byl roztok převeden do 500 ml odměrné baňky  
a vodou doplněn po rysku. 
Roztok je stálý a uchovává se při laboratorní teplotě. Používá se pro přípravu pracovního  
a aktivačních roztoků. 
3.2.3.3  Příprava extrakčního roztoku 
V odměrné baňce na 200 ml bylo rozpuštěno 0,156 g DTT, 0,096 g MgCl2 a 0,4 g BSA 
v zásobním roztoku HEPES-KOH, pH 7,8.  
Takto připravený extrakční roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH, pH 7,8, 1 mM Na2EDTA, 
5 mM DTT , 5 mM MgCl2 a 0,2 % BSA. 
Roztok se uchovává při teplotě 4 °C. 
3.2.3.4  Příprava aktivačních roztoků 
V odměrné baňce na 50 ml bylo rozpuštěno 0,2285 g MgCl2 v HEPES-KOH, pH 8,0. 
V odměrné baňce na 50 ml bylo rozpuštěno 0,3003 g KHCO3 v HEPES-KOH, pH 8,0. 
Roztoky jsou stálé a uchovávají se při laboratorní teplotě. 
Z těchto roztoků se pipetuje po 50 l do kyvety, což odpovídá konečné koncentraci  
20 mM MgCl2 a 25 mM KHCO3 v aktivačním roztoku. 
3.2.3.5  Příprava roztoku glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenasy 
6 mg enzymu bylo rozpuštěno v 1ml zásobního roztoku HEPES-KOH, pH 8,0. 
Roztok se uchovává při teplotě –18 °C. 
3.2.3.6  Příprava roztoku kreatinfosfokinasy 
2 mg enzymu byly rozpuštěny v 1 ml zásobního roztoku HEPES-KOH, pH 8,0. 
Roztok se uchovává při teplotě –18 °C. 
3.2.3.7  Příprava roztoku R5P 
6,2 mg R5P bylo rozpuštěno v 1 ml zásobního roztoku HEPES-KOH, pH 8,0. 
Roztok se uchovává při teplotě –18 °C. 
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3.2.3.8  Roztok 3-fosfoglycerátkinasy 
Byl použit komerčně vyráběný roztok. 
Roztok se uchovává při teplotě 4 °C. 
3.2.3.9  Příprava pracovního roztoku 
V odměrné baňce na 10 ml bylo rozpuštěno v zásobním roztoku HEPES-KOH, pH 8,0:           
0,019 g ATP  
0,002 g NADH 
0,013 g fosfokreatinu 
0,008 g DTT 
19 l 3-fosfoglycerátkinasy 
100 l roztoku glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenasy 
100  roztoku kreatinfofsokinasy 
Takto připravený pracovní roztok obsahuje po přidání aktivačních roztoků 50 mM HEPES-
KOH, pH 8,0, 20 mM MgCl2 a 25 mM KHCO3, 3,5 mM ATP, 0,25 mM NADH,  
5 mM fosfokreatinu, 1mM Na2EDTA, 5 mM DTT, 80 nkat 3-fosfoglycerátkinasy,  
80 nkat glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenasy a 80 nkat kreatinfosfokinasy.  
Pracovní roztok je stálý maximálně 6 hodin a uchovává se při laboratorní teplotě. 
3.2.4  Extrakce enzymu 
Přibližně 60 mg vzorku bylo rozdrceno v třecí misce s mořským pískem. Bylo přidáno  
5 ml extrakčního roztoku a asi 30 mg polyvinylpolypyrrolidon a vzorek byl asi 30 sekund 
homogenizován. Suspenze byla přelita do centrifugační zkumavky a 1 minutu odstřeďována. 
Získaný extrakt byl použit k měření počáteční a celkové aktivity. Extrakt rychle stárne, proto 
bylo nutné, zpracovat ho co nejrychleji. 
3.2.5  Měření aktivity 
3.2.5.1  Počáteční aktivita 
Do optické kyvety bylo pro měření počáteční aktivity napipetováno 50 l aktivačního 
roztoku MgCl2, 50 l aktivačního roztoku KHCO3, 20 l extraktu, 850 l pracovního roztoku 
a 30 l roztoku R5P. Po promíchání byl měřen pokles absorbance v intervalech 30s při vlnové 
délce 340 nm. Počáteční aktivita byla u každého odběru změřena 10x. 
3.2.5.1  Celková aktivita 
Do optické kyvety  bylo pro měření celkové aktivity napipetováno 50 l aktivačního 
roztoku MgCl2, 50 l aktivačního roztoku KHCO3 a 20 l extraktu. Roztok byl promíchán  
a 15 minut inkubován. Po inkubaci bylo do kyvety přidáno 850 l pracovního roztoku  
a 30 l roztoku R5P. Po promíchání byl měřen pokles absorbance v intervalech 30 s  
při vlnové délce 340 nm. Celková aktivita byla u každého odběru změřena 10x. 
3.2.6  Výpočet aktivity a stupně aktivace enzymu Rubisco 
Měřením absorbancí v 30s intervalech byly získány hodnoty A. Z těchto hodnot byl 
vypočítán úbytek absorbancí za 1  minuty A. Ze změn absorbance v čase se z Lambertova-
Beerova zákona vypočítá aktivita enzymu: 
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Δt
Δcl
Δt
ΔA
  , 
 
kde A je absorbance, t je čas [s],  je molární absorpční koeficient [cm2mmol–1], l je délka 
optické dráhy a c je koncentrace vzorku [moll-1]. 
 
Aktivita enzymu je počítána z rychlosti úbytku substrátu (CO2): 
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Δn
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Hodnota  pro NADH je 6300 cm2mmol-1, optická délka kyvety je 1 cm. 
 
Vzorový příklad výpočtu aktivity 
 
Aktivita je počítána z lineární části naměřených dat. Přibližně 90 sekund se projevuje  
tzv. lag fáze, která je nelineární. Průměrná absorbance je uváděna za 30 s, proto ji převádíme  
na minuty, vynásobením dvěma. 
 
Tabulka 1. Měření  počáteční aktivity enzymu Rubisco v extraktu vzorku A2205_1 (buk lesní). 
 
Počáteční A2205_1 
t A A 
30 1,046  
60 1,045 0,003 
90 1,042 0,004 
120 1,038 0,004 
150 1,034 0,004 
180 1,030 0,004 
210 1,026 0,003 
240 1,023 0,004 
270 1,019 0,004 
300 1,015 0,003 
330 1,012 0,004 
360 1,008 ---- 
Průměr A [s-1] 0,0037 
Aktivita 
[mol CO2  s-1  m-2] 
3,8966 
 
 
Koncentrace v 1000 l extraktu: 
 
   
   cmlmmolcm2
µlVminΔAn 12
1





ε
= 12 sCOµmol0,000016063001
10000074,0 

   
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Koncentrace v celém objemu extraktu (5 ml): 
 
1
2 sCOµmol0,0024002,0
00001,05n   
 
Aktivita Rubisco vztažená na jednotkovou plochu (S = 0,000628 m2) listu: 
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2 msCOµmol3,89660,000628
0,0024
Δn    
 
    Z deseti stanovení (n = 10) byla vypočítána průměrná hodnota aktivit a stupeň aktivace v % 
podle vztahu: 
 100
c
p
A
A
 
3.3  Elektroforetické stanovení obsahu Rubisco 
Stanovení vycházelo z metod Damervalové et al. [44] a Rogerse et al. [45] a metoda byla 
dále upravena Floriánem [46].  
3.3.1  Přístroje 
Analytické váhy HR-120-EC od firmy HELAGO® CZ Hradec Králové. Parametry: kapacita            
120 g, nejmenší dílek 0,1 mg, atest ČMI. 
Centrifuga MLW T52.1 
Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN, Riga (Lotyšsko) 
Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN 3 od firmy BIO-RAD (USA) 
3.3.2  Chemikálie 
2-Merkaptoethanol Sigma ALDRICH 
Akrylamid; SERVA 
Brilantní modř G 250 - Coomasie; SERVA 
Bromfenolová modř Na sůl; SERVA 
D-Ribulosa-1,5-bisfosfátkarboxylasa izolovaná ze špenátu – standard Rubisco Sigma 
ALDRICH 
DTT – dithiothreitol Sigma ALDRICH 
Ethanol; Lachema 
Glycerol Sigma ALDRICH 
Glycin; SERVA 
Kyselina octová; Lachema 
Methanol CHROMASOLV®, Seidel-de-Haën 
N,N´-Methylenbisakryamid; SERVA 
Peroxodisíran amonný; SERVA 
SDS – dodecylsulfát sodný Sigma ALDRICH 
TEMED – N,N,N´,N´-tetramethylethylendiamin; SERVA 
TRIS – tris(hydroxymethyl)aminomethan  Sigma ALDRICH 
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3.3.3  Příprava roztoků 
3.3.3.1  Roztoky pro přípravu gelů 
Roztok A: 30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bylo rozpuštěno ve 100 ml vody. 
                 Roztok se uchovává při teplotě 4 °C. 
Roztok B: 18,16 g TRIS bylo rozpuštěno ve 50 ml vody, pH bylo upraveno pomocí                                              
                 koncentrované HCl na pH 8,8, poté byl roztok doplněn na 100 ml. 
      Roztok se uchovává při teplotě 4 °C. 
Roztok C: 18,16 g TRIS bylo rozpuštěno ve 50 ml vody, pH bylo upraveno pomocí                                                
                  koncentrované HCl na pH 6,8, poté byl roztok doplněn na 100 ml. 
       Roztok se uchovává při teplotě 4 °C. 
Roztok D: 10 g SDS bylo rozpuštěno ve 100 ml vody. 
                  Roztok je nutno chránit před světlem. 
Roztok E: 0,1 g peroxodisíranu amonného bylo rozpuštěno v 1 ml vody. 
                 Roztok je nutno připravit pro každé stanovení čerstvý. 
Roztok F: 10 mg bromfenolové modři bylo rozpuštěno v 1 ml vody. 
      Roztok se uchovává při teplotě 4 °C. 
TEMED – komerčně dodávaný roztok 
3.3.3.2  Pomocné roztoky 
Elektrodový pufr: 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu bylo rozpuštěno v 100 ml vody. Roztok 
                             se uchovává při teplotě 4 °C a používá se opakovaně. 
TRIS pufr: 3,76 g TRIS, 10 g SDS, 5,02 g DTT a 50 ml glycerolu bylo rozpuštěno v 450 ml 
                  vody. pH bylo upraveno pomocí koncentrované HCl na pH 6,8. 
       Roztok se uchovává při laboratorní teplotě. 
Vzorkový pufr: 4,8 ml roztoku C, 4 ml roztoku D, 0,2 ml roztoku F, 6 ml glycerolu, 4,8 ml 
                          vody a 1 ml merkaptoethanolu. 
       Roztok se uchovává při teplotě 4 °C. 
3.3.3.3  Roztoky k vizualizaci bílkovin 
Stabilizační roztok: 100 ml methanolu + 400 ml vody 
Barvící roztok: 0,5 g Coomasie Blue R 250 + 450 ml methanolu + 100 ml koncentrované  
                          kyseliny octové + 450 ml vody 
Odbarvovací roztok: 250 ml methanolu + 100 ml koncentrované kyseliny octové + 650 ml  
                                   vody 
3.3.4  Příprava gelů 
Elektroforetická skla se nejdříve omyla vodou, poté odmašťovacím přípravkem, opláchla 
se destilovanou vodou a ethanolem.  Před upnutím do stojanu byla vyleštěna buničinou 
namočenou v ethanolu. Skla byla upevněna do stojanu tak, že větší sklo bylo vzadu. Spodní 
hrany skel ležely na gumové podložce a tlakem svrchu byla zajištěna proti vytečení gelu. 
Ke stanovení byl použit 10% separační a 5% zaostřovací gel. 
3.3.4.1  Separační gel 
Pomocí automatických pipet byly do kádinky odměřeny objemy roztoků podle tabulky 2. 
 
 34 
Tabulka 2. Objemy roztoků k přípravě 10% gelu (10 ml). 
 
Roztok Objem [ml] 
Destilovaná voda 4,0 
A 3,3 
B 2,5 
C --- 
D 0,1 
E 0,1 
TEMED 0,004 
 
Těsně před nalitím roztoku mezi skla byl přidán roztok E a roztok TEMED. Poté byl roztok 
nalit mezi skla, asi 2 cm od horního okraje. Zbylý roztok byl ponechán v kádince jako 
kontrola zatuhnutí gelu. Roztok mezi skly byl převrstven butanolem pro správné vyrovnání 
hladiny a jako ochrana proti vypařování vody. 
3.3.4.2  Zaostřovací gel 
Pomocí automatických pipet byly do kádinky odměřeny objemy roztoků podle tabulky  3. 
 
Tabulka 3. Objemy roztoků k přípravě 5% gelu (3 ml). 
 
Roztok Objem [ml] 
Destilovaná voda 2,1 
A 1,0 
B --- 
C 0,38 
D 0,03 
E 0,03 
TEMED 0,003 
 
Po ztuhnutí separačního gelu byl odstraněn butanol a gel byl několikrát vymyt destilovanou 
vodou.  Po přidání roztoku E a roztoku TEMED byl zaostřovací gel nalit  
na vrstvu separačního gelu téměř po okraj a do prostoru mezi skla byl nasazen 
elektroforetický hřebínek. Hřebínek se odstraňuje až před nanášením vzorků. Hotový gel je 
možné uchovávat v lednici, ale nejdéle do příštího dne. 
3.3.5  Příprava vzorků 
Přibližně 60 mg vzorku bylo rozdrceno v třecí misce s mořským pískem. Byly přidány  
2 ml TRIS pufru a vzorek byl asi 30 sekund homogenizován. Suspenze byla přelita  
do centrifugační zkumavky a 1 minutu odstřeďována. 0,5 ml supernatantu bylo napipetováno 
do mikrozkumavky Eppendorf, poté bylo přidáno 0,5 ml vzorkového pufru a směs byla  
5 minut vařena v termobloku. Po zchladnutí byly vzorky uchovávány v mrazničce při teplotě 
–18 °C. 
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3.3.6  Elektroforéza    
Sklo s připraveným gelem bylo vytaženo ze stojanu a očištěno od zbytků gelu. Opatrně byl 
odstraněn hřebínek a skla byla upevněna do stojanu pro elektroforézu větším sklem směrem 
ven. Stojan byl umístěn do elektroforetické nádoby a vnitřní prostor stojanu byl až po okraj 
naplněn elektrodovým roztokem, vnější prostor byl naplněn asi do poloviny. Pomocí 
automatické pipety s dlouhou špičkou bylo do první pozice naneseno 10 l standardu Rubisco 
(1 mgml-1) a do každé jamky 10 l vzorku. Aparatura byla připojena ke zdroji, kde bylo 
nastaveno konstantní napětí 140 V. V průběhu analýzy bylo nutné kontrolovat, zda 
elektrodový pufr neprotéká z vnitřní části stojanu do vnější a popřípadě pufr doplnit. 
Elektroforéza probíhala 60 minut, dokud čelo vzorku nedostoupilo asi 2 cm od spodního 
okraje gelu.  
3.3.7  Zviditelnění bílkovin  
Skla s gelem byla vyjmuta ze stojanu a ponořena do misky s destilovanou vodou, menším 
sklem dolů. Pomocí umělohmotné špachtle bylo horní sklo sejmuto. Otočením spodního skla 
pod vodou došlo vyklopení gelu. Voda v misce byla vylita a gel byl převrstven stabilizačním 
roztokem a 5 minut stabilizován na třepačce. Poté byl roztok slit a 30 minut protřepáván 
s barvícím roztokem. Po uplynutí této doby byl gel promyt použitým odbarvovacím roztokem 
a poté přibližně 90 minut protřepáván s čistým odbarvovacím roztokem do dostatečného 
odbarvení. Po slití použitého roztoku byl gel promyt destilovanou vodou, položen  
na elektroforetické sklo a zabalen do potravinářské folie, která ho chrání před vysycháním. 
S gelem a roztoky pro přípravu gelů bylo, vzhledem k vysoké toxicitě akrylamidu, nutné 
pracovat v rukavicích. Hotové gely byly skladovány v ledničce při teplotě do 8 °C. 
3.3.8  Vyhodnocení  
Hotové gely byly skenovány, kvantifikace velké podjednotky byla provedena na HP 
Scanjet programem AIDA (Advanced Image Data Analyzer, verze 3.23.001, Raytest, 
Germany). Zóny velkých podjednotek Rubisco byly převedeny na píky  a integrací byla 
vypočítána jejich plocha (obr. 17). Koncentrace Rubisco ve vzorku byla vypočítána 
porovnáním plochy zóny vzorku a plochy zóny standardu (na obr. 17 zcela vpravo). Protože 
poměr velikosti plochy a koncentrace je ovlivněn mnoha faktory, bylo nutné nanést standard 
Rubisco na každý gel.    
 
 
Obrázek 17.  Hotový gel. 
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Vzorový příklad výpočtu množství; 
 
Tabulka 4. Výpočet množství Rubisco (buk lesní). 
 
Vzorek plocha [m2] plocha zóny c [mg/2ml] c [gm–2] 
standard  173478,8 2,0000  
A2407_7 0,000628 188847,0 4,3544 6,9337 
A2407_8 0,000628 172554,6 3,9787 6,3355 
A2407_9 0,000628 208791,9 4,8142 7,6660 
A2407_10 0,000628 212104,4 4,8906 7,7876 
A2407_11 0,000628 168133,2 3,8767 6,1732 
A2407_12 0,000628 149845,5 3,4551 5,5017 
 
Obsah Rubisco v 1 ml extraktu: 
 
2,17722
173478,8
188847,0c  mgml–1 
 
Obsah Rubisco v 2 ml extraktu (obsah v celkovém objemu): 
 
m = 2,1772  2 = 4,3544 mg 
 
Množství Rubisco vztažené na jednotkovou plochu (S = 0,000628 m2) listu: 
 
9337,6
000628,0
3544,4
c gm–2 
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4.  VÝSLEDKY A DISKUSE 
4.1  Výsledky 
Tabulka 5. Aktivita a obsah Rubisco u buku lesního na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny v podmínkách normální a zvýšené koncentrace CO2 (n = 10). 
 
Buk lesní – normální koncentrace CO2 
 počáteční aktivita [mol CO2  s-1m-2] 
celková aktivita 
[mol CO2  s-1m-2] 
stupeň 
aktivace [%] obsah [gm
–2] 
22.5.2007 3,88 4,10 94,63 5,41 
24.7.2007 2,11 2,19 96,00 6,63 
4.9.2007 2,65 2,71 97,72 6,46 
Buk lesní – zvýšená koncentrace CO2 
22.5.2007 3,38 3,54 95,53 5,98 
24.7.2007 2,97 3,39 87,35 4,75 
4.9.2007 3,17 3,22 98,24 5,08 
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Obrázek 18. Počáteční aktivita Rubisco u buku lesního na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny v podmínkách normální (A) a zvýšené (E)  koncentrace CO2 (n = 10). 
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Obrázek 19. Celková aktivita Rubisco u buku lesního na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny v podmínkách normální (A) a zvýšené (E) koncentrace CO2 (n = 10). 
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Obrázek 20. Obsah Rubisco u buku lesního na začátku, uprostřed a na konci vegetační sezóny 
v podmínkách normální (A) a zvýšené (E) koncentrace CO2 (n = 10). 
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Obrázek 21. Aktivita Rubisco a ozářenost u buku lesního na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny v podmínkách normální (A)  a zvýšené (E) koncentrace CO2 (n = 10). 
 
Z obrázků 18 a 19 je zřejmé, že u vzorků z prvního odběru (22. 5. 2007) nebyl zjištěn 
statisticky významný rozdíl (P < 0,05) mezi aktivitami u buků kultivovaných v A a E.  
U odběrů 24. 7. 2007 a 4. 9. 2007 byla počáteční i celková aktivita vyšší u buků 
kultivovaných v E, přičemž rozdíl mezi aktivitami v A a E byl statisticky významný. 
 
U buků kultivovaných v A byla 24. 7. 2007 naměřena počáteční i celková aktivita o 46 % 
nižší než na jaře. Tak velký pokles by mohl být způsoben extrémně suchou první polovinou 
léta. Při odběru 4. 9. 2007 již byla počáteční aktivita menší o 32 % a celková o 34 % než  
na jaře. 
 
U buků kultivovaných v E byla 24. 7. 2007 stanovena počáteční aktivita o 12 %  nižší než  
na jaře a celková o 4 %. Při odběru 4. 9. 2007 počáteční aktivita mírně vzrostla a byla o 6 % 
nižší než na jaře, naproti tomu celková aktivita ještě klesla a byla o 6 % nižší než na jaře. 
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Obrázek 22. Aktivita a obsah Rubisco u buku lesního na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny při normální (A) koncentraci CO2 (n = 10). 
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Obrázek 23. Aktivita a obsah Rubisco u buku lesního na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny při zvýšené (E) koncentraci CO2 (n = 10). 
 
Z obrázků 22 a 23 je patrné, že podle výsledků měření u buků kultivovaných v E byl obsah 
Rubisco 24. 7. 2007 4,75 gm–2, tj. o 21 % méně  na jaře (5,98 gm–2). Tento pokles by mohl 
být způsoben extrémním suchem v první polovině léta a tím i nízkou intenzitou fotosyntézy 
v den odběru. Při odběru  4. 9. 2007 byl sice obsah Rubisco o 7 % vyšší (5,08 gm–2) než 
v červenci, ale rozdíl mezi červencovým a zářijovým odběrem není statisticky průkazný.  
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Naproti tomu u buků rostoucích v A byl obsah enzymu při druhém odběru 6,63 gm–2, 
tj. o 22 % vyšší než na jaře (5,41 gm–2). Teprve potom byl zaznamenán mírný pokles (o 3 %)  
na 6,46 gm–2.  
80
85
90
95
100
28.4.2007 17.6.2007 6.8.2007 25.9.2007
Datum odběru
St
up
eň
 a
kt
iv
ac
e 
[%
]
A
E
 
Obrázek 24. Stupeň aktivace u buku lesního na začátku, uprostřed a na konci vegetační 
sezóny v podmínkách normální (A) a (E) zvýšené koncentrace CO2 (n = 10). 
 
Na obrázku 24 můžeme vidět, že stupeň aktivace u buků kultivovaných v A byl 95–98 %, ale 
u buků kultivovaných v E byl 24. 7. 2007 zaznamenán pokles počáteční aktivity a tím i stupeň 
aktivace na 87 %. 
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Tabulka 6. . Aktivita a obsah Rubisco u smrku ztepilého na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny v podmínkách normální a zvýšené koncentrace CO2. 
 
Smrk ztepilý – normální koncentrace CO2 
 počáteční aktivita [mol CO2  s-1  m-2] 
celková aktivita 
[mol CO2  s-1  m-2] 
stupeň 
aktivace [%] obsah [gm
–2] 
15.5.2007 11,90 12,65 94,12 18,25 
23.7.2007 8,69 9,28 93,64 9,96 
10.10.2007 5,13 5,60 91,69 8,29 
Smrk ztepilý – zvýšená koncentrace CO2 
15.5.2007 9,95 10,67 93,24 21,06 
23.7.2007 7,24 7,52 96,16 5,15 
10.10.2007 5,89 6,01 97,93 10,49 
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Obrázek 25. Počáteční aktivita Rubisco u smrku ztepilého na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny v podmínkách normální (A)  a zvýšené (E)  koncentrace CO2 (n = 10). 
 
 43 
5
7
9
11
13
15
28.4.2007 17.6.2007 6.8.2007 25.9.2007 14.11.2007
Datum odběru
A
kt
iv
ita
 [ 
m
ol
 C
O 2
 m
-2
 s-
1 ]
A
E
  
Obrázek 26. Celková aktivita Rubisco u smrku ztepilého na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny v podmínkách normální (A) a zvýšené (E) koncentrace CO2 (n = 10). 
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Obrázek 27. Obsah Rubisco u smrku ztepilého na začátku, uprostřed a na konci vegetační 
sezóny v podmínkách normální (A) a zvýšené (E) koncentrace CO2 (n = 10). 
 
 44 
0
2
4
6
8
10
12
14
28.4.2007 17.6.2007 6.8.2007 25.9.2007 14.11.2007
Datum odběru
A
kt
iv
ita
 [ 
m
ol
 C
O
2 m
-2
 s-
1 ]
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
1600
1800
O
zá
ře
no
st
 [
m
m
ol
 s
 -1
 m
 -2
]
Počáteční - A
Celková - A
Počáteční - E
Celková - E
Ozářenost
 
Obrázek 28. Aktivita Rubisco a ozářenost u smrku ztepilého na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny v podmínkách normální (A) a zvýšené (E) koncentrace CO2 (n = 10). 
 
U smrků rostoucích v A byla 23. 7. 2007 naměřena počáteční i celková aktivita o 27 % 
nižší než na jaře. Při odběru 10. 10. 2007 byla počáteční a celková aktivita dokonce o 40 % 
nižší než v létě. 
 
U smrků rostoucích v E byla 23. 7. 2007 naměřena počáteční aktivita o 27 % a celková 
aktivita o 29 % nižší než na jaře. Při odběru 10. 10. 2007 však byla počáteční aktivita pouze  
o 18 % a celková aktivita pouze o 20 % nižší než v létě.  
 
Rozdíly mezi hodnotami počátečních i celkových aktivit mezi A a E nejsou statisticky 
významné (P < 0,05) s výjimkou letního odběru.   
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Obrázek 29. Aktivita a obsah Rubisco u smrku ztepilého na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny při normální (A) koncentraci CO2 (n = 10). 
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Obrázek 30. Aktivita a obsah Rubisco u smrku ztepilého na začátku, uprostřed a na konci 
vegetační sezóny při zvýšené (E) koncentraci CO2 (n = 10). 
 
Z obrázků 29 a 30 je patrné, že obsah enzymu Rubisco klesal v průběhu sezóny rychleji než 
jeho aktivita. U smrků rostoucích v A byl obsah u druhého odběru o 45,5 % a u třetího odběru 
o 55,5 % nižší než na jaře. U smrků rostoucích v E jsme při druhém odběru zaznamenali 
pokles obsahu Rubisco o 75 %, potom však následoval vzestup obsahu enzymu (10. 10. 2007 
jsme naměřili o 51 % vyšší obsah enzymu než v létě).  
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Obrázek 31. Stupeň aktivace u smrku ztepilého na začátku, uprostřed a na konci vegetační 
sezóny v podmínkách normální (A) a zvýšené (E) koncentrace CO2 (n = 10). 
 
Na obrázku 31 můžeme vidět, že  stupeň aktivace byl při všech odběrech vysoký. U smrků 
kultivovaných v A byl 92–94 % a u smrků kultivovaných v E byl 93–98 %. 
4.2  Diskuse 
4.2.1  Obsah enzymu Rubisco a jeho aktivita v listech buku lesního 
 Množství a obsah enzymu Rubisco byly měřeny na začátku vegetační sezóny po plném 
rozvinutí listů a dále uprostřed a na konci vegetační sezóny. Aktivita Rubisco u buků 
kultivovaných v E téměř lineárně klesala (od 3,53 mol CO2  m–2 s–1 na začátku vegetační 
sezóny k 3,22 mol CO2  m–2 s–1 na konci vegetačního období), zatímco u buků 
kultivovaných v A došlo v průběhu sezóny k poklesu aktivity a poté k jejímu zvýšení. Obsah 
Rubisco u buků kultivovaných v A mírně narůstal (od 5,40 gm–2 na začátku vegetační sezóny 
k 6,45 gm–2 na konci vegetačního období) a u buků kultivovaných v E došlo nejprve 
k poklesu obsahu a poté k jeho zvýšení.  
 
Pokles aktivity Rubisco uprostřed sezóny mohl být způsoben překročením fotosynteticky 
aktivní radiace v době odběru. Tento pokles se nazývá polední deprese a má více příčin.  
Při vysoké radiaci dochází k velkému zvýšení excitace, ale zároveň dochází ke snížení počtu 
otevřených reakčních center, v nichž může být excitace účinně přeměněna. Proto se s rostoucí 
ozářeností snižuje účinnost přeměny pohlceného záření, tj. snižuje se podíl pohlcených 
fotonů, jejichž energie se zachová v podobě rozdělených nábojů a zvyšuje podíl těch, jejichž 
energie se přemění v teplo nebo ve fluorescenci [19]. Prudké sluneční světlo obsahuje velký 
podíl krátkovlnných modrých paprsků pohlcovaných PS II. Fotosystém II tak pohlcuje více 
světla a vzniklé elektrony nestačí být odebírány z PS I. Nadbytečné elektrony zredukují 
plastochinon na plastochinol, který aktivuje kinasu. Kinasa katalyzuje fosforylaci zbytků 
threoninu v bílkovině světlosběrného komplexu (LHC). Fosforylovaný LHC putuje  
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do nevrstevných thylakoidů, kde se připojí k PS I, kam soustředí více světla. Dojde-li 
k přetížení tohoto mechanismu nadměrným světelným tokem, hrozí vznik kyslíkových 
radikálů, které mohou porušit PS II. Rostliny proto autoproteolyticky rozloží bílkovinu D1  
a také se uvolní skupina iontů Mn2+ v OEC, které nemohou dále vytvářet kyslík. Bílkovina D1 
je při poklesu ozáření rychle syntetizována a zabudována do komplexu poškozených bílkovin 
[4]. Druhou příčinou poklesu aktivity při červencovém odběru mohlo být značné sucho, které 
způsobilo uzavření průduchů a tím i nižší parciální tlak CO2 v listech. 
 
Co se týče obsahu Rubisco, všeobecně se v literatuře [47, 48, 49] uvádí, že tohoto enzymu je 
nejvíce v době plného rozvinutí listů a v průběhu vegetační sezóny obsah postupně klesá. 
Např. Nie et al. [48] uvádějí pokles obsahu Rubisco u pšenice v A o 25 %, v E o 60 %, 
Ishizuka et al. [56] u transgenní rýže se sníženým obsahem Rubisco v A o 60–80 %, Rogers  
a Ellsworth [57] u Pinus taeda v A  o 12 %, u E byl obsah Rubisco v průběhu sezóny 
přibližně stejný, Frak et al. [53] u ořešáku v A o 50–60 %. Avšak např. Riikonen et al. [50] 
uvádí u břízy obecné hodnoty obsahu Rubisco téměř shodné s našimi výsledky. Mírný pokles 
obsahu enzymu u E v první polovině vegetační sezóny mohl být způsoben extrémním suchem 
a tím i nízkou intenzitou fotosyntézy v den odběru. Pokles intenzity fotosyntézy v E  
se projevil nejenom v poklesu stupně karbamylace enzymu, ale také v poklesu jeho obsahu. 
V literatuře (Nie et al. [48], Makino a Mae [51], aj.) se často uvádí, že sucho a zvýšená 
koncentrace CO2 urychluje stárnutí listů a s tím i pokles obsahu Rubisco. Podle našich měření 
došlo u buků rostoucích v E v průběhu vegetační sezóny k aklimační depresi obsahu enzymu 
Rubisco. Naproti tomu u buků rostoucích v A se obsah Rubisco v průběhu sezóny zvýšil. 
Obdobný průběh obsahu Rubisco v průběhu sezóny při normální koncentraci CO2 uvádějí 
Frak et al. [52] u ořešáku.  
4.2.2  Obsah enzymu Rubisco a jeho aktivita v jehlicích smrku ztepilého 
Množství a obsah enzymu Rubisco byly měřeny v průběhu vegetační sezóny třikrát  
(v polovině května, uprostřed léta a v polovině října). Aktivity u smrků kultivovaných v A i E 
klesaly v průběhu vegetačního období téměř paralelně. U smrků kultivovaných v A klesala  
od 12,64 mol CO2  m–2 s–1 k 5,59 mol CO2  m–2 s–1 v průběhu vegetační sezóny  
a u smrků kultivovaných v E klesala od 10,66 mol CO2  m–2 s–1 k 6,01 mol CO2  m–2 s–1. 
Obsah Rubisco u smrků kultivovaných v A klesal téměř lineárně v průběhu vegetačního 
období, ale u smrků kultivovaných v E došlo v průběhu sezóny k prudkému snížení obsahu  
a poté k jeho navýšení. 
 
Tissue at al. [31] prezentovali aktivitu Rubisco u borovice kadilové (Pinus taeda)  
v rozmezí 1,3–9,8 mol CO2  m–2 s–1, Myers et al. [53] uvedli aktivitu u stejného druhu mezi 
10,1–22,2 mol CO2  m–2 s–1, Hrstka et al. [54] u smrku ztepilého naměřili hodnoty  
1,0–3,1 mol CO2  m–2 s–1 a Urban a Marek [55] prezentovali aktivity měřené in vivo 
v rozmezí 4,0–7,2 mol CO2  m–2 s–1 u vzorků odebíraných ve stejné lokalitě jako Hrstka et 
al. [54]. Prudký pokles obsahu enzymu u E v první polovině vegetační sezóny mohl být, 
stejně jako u buků, způsoben extrémním suchem. Sucho a zvýšená koncentrace CO2 urychluje 
stárnutí listů a s tím i pokles obsahu Rubisco. Proto se pokles obsahu Rubisco v našich 
měřeních projevil mnohem více u smrků kultivovaných v E než v A. Obdobný průběh obsahu 
Rubisco v průběhu sezóny jako u našich měření, avšak při normální koncentraci CO2, uvádějí 
Rogers a Ellsworth [57] u Pinus taeda. 
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Obsah Rubisco je v těsné korelaci s obsahem dusíku [49, 51, 52, aj.]. Stitt a Krapp [58] 
uvádějí, že redukce obsahu Rubisco v E nastává jedině při nedostatečném zásobení rostliny 
dusíkem. Naopak, pokles obsahu Rubisco zvýší efektivitu využití dusíku jak při zvýšené, tak  
i při normální koncentraci CO2 [59]. Moore et al. [60] považují redukci obsahu Rubisco  
za nejdůležitější projev fotosyntetické aklimace při zvýšené koncentraci CO2. Podle našich 
měření nelze jednoznačně rozhodnout, zda u smrku dochází k aklimační depresi obsahu 
Rubisco. Výrazný pokles obsahu Rubisco mezi prvním a druhým odběrem u E ukazuje  
na aklimační depresi, avšak mezi druhým a třetím odběrem došlo  
ke značnému vzestupu obsahu Rubisco, což tvrzení o aklimační depresi popírá.  
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5.  ZÁVĚR 
 Cílem práce bylo stanovit sezónní dynamiku obsahu a aktivity enzymu Rubisco a potvrdit 
či zamítnout aklimační depresi na úrovni obsahu a aktivity enzymu Rubisco u smrku 
ztepilého (Picea abies) a buku lesního (Fagus sylvatica) v podmínkách přirozené a zvýšené 
koncentrace CO2. 
 
Rostliny byly kultivovány v minisférách na Experimentálním ekologickém pracovišti Ústavu 
systémové biologie a ekologie AV ČR na Bílém Kříži v Moravskoslezských Beskydech. 
V jedné minisféře byla atmosféra s běžnou koncentrací CO2, tj. 360 mol CO2 mol–1 (A – 
ambient), druhá minisféra obsahovala atmosféru o dvojnásobné koncentraci CO2, tj. 700 mol 
CO2 mol–1 (E – elevated).     
 
Listy buku lesního byly odebírány 22.5.2007 od 10:00 do 11:00 hod., 24.7.2007 od 11:00  
do 12:00 hod a 4.9.2007 od 10:30 do 12:00 hod. Vzorky jehlic smrku ztepilého byly 
odebírány 15.5.2007 (od 11:00 do 13:00 byly odebírány vzorky pro stanovení aktivity,  
od 13:00 do 15:00 vzorky pro stanovení obsahu),  23.7.2007 (11:00–14:00 aktivita,  
14:00–16:30 obsah) a 10.10.2007 (11:00–12:00 aktivita, 12:00–13:00 obsah). 
 
U všech vzorků byly stanoveny počáteční a celkové aktivity a obsah Rubisco. Aktivita byla 
stanovena spektrofotometrickou metodou podle Lilleyho a Walkera [25] s extrakcí podle 
Besforda [26], metoda byla dále upravena Heringovou [43]. Obsah byl stanoven metodou 
podle Darmervalové et al. [44] a Rogerse et al. [45], metoda byla dále upravena Floriánem 
[46]. 
 
Aktivita a obsah enzymu Rubisco byly měřeny na začátku, uprostřed a na konci vegetační 
sezóny. Aktivita Rubisco u buků kultivovaných v prostředí zvýšené koncentrace CO2 téměř 
lineárně klesala, zatímco u buků kultivovaných v minisféře s přirozeným obsahem CO2 došlo 
v průběhu sezóny k poklesu aktivity a poté k jejímu zvýšení. Obsah Rubisco u buků 
kultivovaných v A mírně narůstal  a u buků kultivovaných v E došlo nejprve k poklesu 
obsahu a poté k jeho zvýšení.  
 
Aktivity u smrků kultivovaných v A i E klesaly téměř paralelně. Obsah Rubisco u smrků 
kultivovaných v A klesal téměř lineárně v průběhu vegetačního období, ale u smrků 
kultivovaných v E došlo v průběhu sezóny k prudkému snížení obsahu a poté k jeho navýšení. 
 
Pokles obsahu enzymu u E v první polovině vegetační sezóny mohl být způsoben extrémním 
suchem a tím i nízkou intenzitou fotosyntézy v den odběru. Pokles intenzity fotosyntézy v E 
se projevil nejenom v poklesu stupně karbamylace enzymu, ale také v poklesu jeho obsahu. 
Sucho a zvýšená koncentrace CO2 urychluje stárnutí listů a s tím i pokles obsahu Rubisco. 
Proto se pokles obsahu Rubisco v našich měřeních projevil mnohem více u buků a smrků 
kultivovaných v E než v A. 
 
Podle našich měření došlo u buků rostoucích v E v průběhu vegetační sezóny k aklimační 
depresi obsahu enzymu Rubisco.  
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Zda u smrku dochází k aklimační depresi obsahu Rubisco nelze jednoznačně rozhodnout. 
Výrazný pokles obsahu Rubisco mezi prvním a druhým odběrem u E ukazuje na aklimační 
depresi, avšak mezi druhým a třetím odběrem došlo ke značnému vzestupu obsahu Rubisco, 
což tvrzení o aklimační depresi popírá.  
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7.  SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
3-KABP 3-keto-D-arabinitol-1,5-bisfosfát  
 ADP   adenosin-5´-difosfát 
 AIDA  Advanced Image Data Analzser 
 ATP  adenosin-5´-trifosfát 
 BSA  bovine sérový albumin 
CA1P  2-karboxyarabinitol-1-fosfát 
 CABP  2-karboxy-D-arabinitol-1,5-bisfosfát 
 DTT  dithiothreitol 
 EDTA  ethylendiamintetraoctová kyselina 
 HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N´-ethansulfonová kyselina 
HPLC  vysokotlaká kapalinová chromatografie 
IR  infračervená 
LHC  světlosběrný komplex 
 NADH nikotinamidadeninnukleotid 
 NADPH nikotinadeninnukleotidfosfát 
 OEC  kyslík vyvíjející komplex 
 Polyclar polyvinylpolypyrrolidone 
PSI  fotosystém I 
PSII  fotosystém II 
 R5P  ribosa-5-fosfát 
 Rubisco ribulosa-1,5-bisfosfátkarboxylasa/oxygenasa 
 RuBP  ribulosa-1,5-bisfosfát 
 SDS  dodecylsulfát sodný 
 SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylovém gelu za použití SDS 
 TEMED N,N,N´,N´-tetramethylethylendiamin 
 TRIS  Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
XuBP  xylulosa-1,5-bisfosfát 
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